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リパ ー ゼ は 生 体 内 で は 脂 肪 の 代 謝 お よ び 貯 蔵 に 関 与 す る 酵 素 で あ り、 グ リ セ リ
ドを 加 水 分 解 して 脂 肪 酸 と グ リセ ロー ル に す る 反 応 を 可 逆 的 に 触 媒 す る。 リ パ ー
ゼ は エ ス テ ラー ゼ の ひ と っ で あ る が、 そ の 基 質 特 異 性 は 緩 く、 本 来 の 基 質 で あ る
グ リ セ ロ ー ル エ ス テ ル だ け で な く、 他 の 基 質 を 用 い た 場 合 で もエ ス テ ル 交 換 反 応
や エ ス テ ル 化 反 応 等 を 触 媒 す る こ とが で き る。 リ パ ー ゼ の こ の 特 徴 を 利 用 し て、
最 近、 有 用 産 物 の 生 産 に 触 媒 と して 用 い る 例 が あ る。 し か し、 リ パ ー ゼ の 酵 素 的
研 究 は 他 の 消 化 酵 素 と 比 較 す る と 非 常 に 立 ち遅 れ て お り、 特 に、 リパ ー ゼ 酵 素 の
分 子 レ ベ ル で の 構 造 と 機 能 に 関 連 した 情 報 は 希 少 で あ る。 そ の 主 な 原 因 と し て、
リパ ー ゼ の 基 質 の 多 くが 水 に 不 溶 性 で あ る た め、 反 応 系 が 不 均 一 で そ の 解 析 が 複
雑 で あ る こ と が 指 摘 され る。 リ パ ー ゼ の 真 の 挙 動 や 特 性 を 分 子 レ ベ ル で 解 析 す る
こ と は、 比 較 酵 素 化 学 的 に重 要 で あ る ば か り で な く、 そ の 応 用 面 で の 有 効 利 用 の
た め の 基 礎 と な る。 こ の 目 的 の た め に、 合 成 界 面 活 性 剤 を 用 い て リパ ー ゼ の 溶 媒
可 溶 化 を 行 い、 緩 衝 液 を 含 ん だ テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン中 で の 均 一 溶 液 に お け る 反 応
特 性 を 検 討 し た。 第1章 で は、 有 機 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 調 製 法 とHPLCに よ
る そ の 精 製 に っ い て、 第 皿章 で は、 高 感 度 で 簡 易 な グ リセ リ ドの 加 水 分 解 活 性 測
定 法 の 確 立 に っ い て、 第 皿 章 で は、 酵 素 に 結 合 し た 界 面 活 性 剤 の リ パ ー ゼ 活 性 に
対 す る 効 果 に っ い て、 更 に、 第W章 で は、 リパ ー ゼBの 種 々 の 反 応 特 性 の 解 析 に
基 づ く酵 素 性 質 の 解 明 に っ い て そ れ ぞ れ 検 討 し た。 ま た、 第V章 で は、 溶 媒 可 溶
化 手 法 を 応 用 した 新 規 な、 タ ン パ ク質 の 精 製 法 に つ い て 予 備 的1ご検 討 し た。
第1章 、 溶媒 可 溶 化 リパ ーゼ の 調 製法 とそ のGPC上 で の特 徴
「緒 言 」 有 機 溶 媒 中 で リパ ー ゼ 反 応 は、 反 応 解 析 が 容 易 に な る ば か りで な く、
リ パ ー ゼ を 脂 溶 性 基 質 の エ ス テ ル 交 換 触 媒 と し て 用 い る こ と が 可 能 に な り、 工 業
的 に も重 要 で あ る。 本 章 に お い て は、 高 収 率 で 溶 媒 可 溶 化 酵 素 を 調 製 す る 方 法 の
開 発 並 び に そ の 精 製 法 に っ い て 検 討 した。 第1節 で は、 リバ ー ゼBの 有 機 溶 媒 可
溶 化 方 法 に っ い て、 第2節 で は、 ゲ ル パ ー ミエ イ シ ョン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ(GP
C)上 で の 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ の 挙 動 に つ い て、 更 に、 第3節 で は、 本 方 法 の 他
の リパ ー ゼ へ の 応 用 に っ い て、 そ れ ぞ れ 検 討 し た。
「第1節 」 これ まで に酵 素 の有 機溶 媒 可溶 化 法 にっ い て は、 い くっ か 報 告 され
て い るが、 界面 活 性 剤 を 酵素 と結 合 させ た複 合体 を作 成 す る方 法(図1)は 、 操
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作 が 簡 易 で'あ るが 収 率 が 低 い と い う欠 点 が あ っ た。 酵 素 と 界 面 活 性 剤 と の 反 応 条
件 を 検 討 し、 収 率 良 く溶 媒 可 溶 化 酵 素 を 調 製 す る方 法 を 確 立 した。 リ パ ー ゼ と し
てPseudomonasfragi22.39B由来 の リ パ ー ゼBを 使 用 し、 溶 媒 可 溶 化 の た め の 界
面 活 性 剤 は、 ラ ウ リ ル ア ル コ ー ル、 δ 』 グ ル コ ノ.ラク ト ン、 お よ び グ ル タ ミ ン酸
ψ・ら 合 成 さ れ た ジ ドデ シ ル グ ル コ シル グ ル タ メ イ トを 用 い た。 溶 媒 可 溶 化 リパ ー
ゼ の 調 製 法 は 岡 畑 ら の 方 法 に準 拠 した(図2)。 こ の 方 法 の 改 良 に よ り,、50%
以 上 の 高 収 率 で 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ が 得 ら れ る よ う に な り、 多 量 の 溶 媒 可 溶 化 酵
素 を 調 製 す る こ とが 可 能 に な っ た。
「第2節 」 調 製 され た 有 機 溶 媒 可 溶 化 酵 素 に は、 未 反 応 の 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ
て い る。 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ を 遊 離 の 界 面 活 性 剤 か ら分 離 し、 そ の 分 子 量 を 求 め
る た め に、 ゲ ル パ ー ミエ イ シ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 試 み た。 カ ラ ム に は 有 機
溶 媒 系 のG4000LXを 用 い、 室 温 に て ジ ク ロ ロ メ タ ンで 溶 出 し た と こ ろ、 加 水
分 解 活 性 を 示 す 単 一 の ピ ー ク が 検 出 さ れ た.(図3)。 こ の 部 分 のUV吸 収 ピ ー ク
は 小 さ く、 保 持 時 間 の 後 半 に 大 き な ピ ー クが 認 め ら れ た。 しか し な が ら、 加 水 分
解 活 性 は な か っ た。 加 水 分 解 活 性 の 分 画 を 回 収 し、 電 気 泳 動 した と こ ろ、 リ パ ー
ゼBと 同 じ 分 子 量 の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ .た(図3)。 こ の 分 画 を 回 収 し、 タ ン
パ ク 質 を 定 量 後、 加 水 分 解 し て ア ミノ 酸 や グ ル タ ミ ン酸 を 定 量 し、 タ ン パ ク 質1
分 子 当 り に 約150個 の 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る こ と を 見 い だ し た。 ま た、 同 一 条
件 下 で、 分 子 量 マ ー カ ー を 溶 出 さ せ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ 的 に 溶 媒 可 溶 化 リパ ー
ゼ の 分 子 量 を 求 め た と こ ろ、 約13万 と 推 定 さ れ た(図4)。 一 方 、 複 合 体 を 構
成 す る 酵 素 と界 面 活 性 剤 の 比 か ら 分 子 量 を 算 出 した と こ ろ、12.9万 と な っ た。
こ の 値 は、GPC法 よ り 得 ら れ た 値 と非 常 に 良 く一 致 し て い る。 こ の 結 果 か ら、
溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ はGPC法 に よ り、 酵 素 と 界 面 活 性 剤 の 結 合 が フ ァ ン デ ル ワ
ー ル ス カ な ど の 非 常 に 弱 い結 合 に もか か わ らず 、 破 壊 さ れ る こ と な く複 合 体 を 形
成 した ま まの 形 で精 製 され る こ とが初 め て確 認 され た。
「第3節 」 本 方 法 に よ り、 収 率 良 く溶 媒 可 溶 化 酵 素 を 調 製 す る 手 法 が 確 立 した
の で 、 リ パ ー ゼB以 外 の 比 較 的 活 性 の 低 い リパ ー ゼ の 溶 媒 可 溶 化 を 試 み た。 酵 素
と し て は、 リパ ー ゼP、 リパ ー ゼPNお よ び す い 臓 リパ ー ゼ を 使 用 し た。 界 而 活
性 剤 に は ジ ドデ シ ル グ ル コ シ ル グ ル タ メ イ ト以 外 に、 市 販 の 藤 糖 ス テ ア リ ン酸 エ
ス テ ル(SES-570)、 薦 糖 ラ ウ リ ン酸 エ ス テ ル(SEL-590)お
よ び ソ ル ビ タ ン ス テ ア リ ン酸 エ ス テ ル(SP-60R)を 各 種 の 酵 素 の 溶 媒 可 溶
化 に 使 用 し た。 結 果 を 表1に 示 す。 表 に 示 す よ う に、 す い 臓 リパ ー ゼ に っ い て は、
市 販 の 界 面 活 性 剤 が、 合 成 し た ジ.ドデ シ ル グ ル コ シ ル グ ル タ メ イ トよ り も高 い 活
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性 を 示 す が、 リパ ー ゼPと リ パ ー ゼPNに っ い て は ジ ドデ シ ル グ ル コ シル グ ル タ
メ イ トを 用 い た 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ の ほ う が 活 性 が 高 か っ た。 こ れ らの 結 果 か ら、
本 方 法 は、 リパ ー ゼBだ け で な く、 他 の リ パ ー ゼ に も応 用 が 可 能 で あ り・ ま た、
市 販 の 界 面 活 性 剤 も利 用 で き る こ と が 明 ら か に な っ た。 界 面 活 性 剤 の 種 類 に よ っ
て、 同 一 リ パ ー ゼ で も溶 媒 可 溶 化 の収 率 や 活 性 が 異 ㌍ る こ と が 示 唆 さ れ た。
第 皿章 グ リセ リ ドの 加 水分 解 活 性測 定 法 の確立
「緒 言 」 こ れ まで の リパ ー ゼ 活 性 測 定 法 の 多 く は、 滴 定 法 や 発 色 法 に基 づ く も
の で、 感 度 と 簡 易 さ に 欠 け る。 そ の た め、 大 量の サ ン プ ル を 必 要 と し、 反 応 時 間
も長 く な り、、非 ゼ ロ 次 反 応 と な る 等 の 欠 点 を もっ。 一 方、 リパ ー ゼ の 蛍 光 活 性 測
定 法 は高 感 度 が 達 成 さ れ る が、4一 メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン ォ レ イ トの よ う な 脂
肪 酸 エ ス テ ル を 基 質 と し た 場 合、 リパ ー ゼ と 他 の カ ル ポ キ シ ル ェ ス テ ラー ゼ と の
活 性 を 区 別 す る こ と が で き な い。 本 研 究 に お い て、 カ ル ボ キ シ ル 基 の 蛍 光 試 薬 の
ひ と っ で あ る9一 プ ロ モ メ チ ル ア ク リ ジ ン を 用 い て グ リ セ リ ドの 加 水 分 解 反 応 よ
り生 じ る 脂 肪 酸 を 標 識 し、HPLCで 分 析 す る 新 し い 蛍 光 法 に よ る リ バ ー ゼ 活 性
測 定 法 の 設 定 に っ い て 検 討 し た。 第1節 で は、 蛍 光 標 識 脂 肪 酸 の 定 量 条 件 に つ い
て、 第2節 で は、 均 一 系 に お け る リパ ー ゼ 活 性 測 定 法 へ の 応 用 に つ い て そ'れそ れ
検 討 した。
「第1節 」 最 近、 リ パ ー ゼ の 加 水 分 解 活 性 測 定 を 行 な う た め の、 脂 肪 酸 や グ リ
セ ロ ー ル に 対 す る 蛍 光 試 薬 も開 発 さ れ て い る。 こ れ らの 試 薬 は、 酵 素 反 応 後 に、
遊 離 さ れ た 水 酸 基 や カ ル ボ キ シ ル 基 を 蛍 光 標 識 す る もの で、 酵 素 と 基 質 の 直 接 の
相 互 作 用 を 検 出 す る こ と が で き る。 こ の う ち の ひ と っ で あ る9一 プ ロ モ メ チ ル ア
ク リ ジ ン(9-BMA)を 用 い て 脂 肪 酸 を 標 識 し、9-BMA誘 導 体 を 高 速 液 体
ク ロ マ トグ ラ フ ィ 〈HPLC)で 定 性、 定 量 す る 方 法(図5)を 、 酵 素 の 加 水 分
解 反 応 系 で 応 用 す る た め に、 ま ず 遊 離 脂 肪 酸 を 用 い て 条 件 検 討 を 行 な った。20
%の 緩 衝 液 を 含 む テ ト ラ ヒ ドロ フ ラ ン(THF)溶 液 に 溶 か した 既 知 濃 度 の 遊 離
脂 肪 酸 を9-BMAの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド溶 液 で 蛍 光 標 識 し、HPLCで 検 出
さ れ る 蛍 光 量 か ら遊 離 脂 肪 酸 の 定 量 性 を 調 べ た と こ ろ、 ナ ノ モ ル レ ベ ル で の 定 量
が 可 能 で あ る こ とが 示 さ れ た(図6)。 ま た、 脂 肪 酸 の 分 子 種 の よ り、HPLC
か ら の 溶 出 時 間 は 異 な る が、 溶 出 溶 媒 と して エ タ ノ ー ル:ア セ トニ ト リル3水 冨
95:95:10を 用 い る と、 調 べ た 脂 肪 酸 の 中 で は、9-BMA誘 導 体 の 溶 出
時 間 が 最 も長 い ス テ ア リ ン酸 で も、20分 以 内 で1回 の 分 析 が 完 了 す る こ と が わ
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か っ た 。
「第2節 」 次 に、 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ を 用 い て、 加 水 分 解 反 応 後 に 遊 離 し て く
る脂 肪 酸 の 定 量 条 件 に っ い て 検 討 した。 リパ ー ゼ に よ る ト リ グ リ セ リ ド加 水 分 解
反 応 を 均 一 な 系 で 行 な う た め に、20%の 緩 衝 液 を 含 むTHF溶 液 中 で 行 な っ た。
反 応 後 に 蛍 光 試 薬 のDMSO溶 液 を 加 え て、 安 定 性 を 調 べ た。 脂 肪 酸 の 蛍 光 標 識
反 応 は 約30分 以 内 に 終 了 し、 そ の 蛍 光 強 度 は4時 間 ま で は、 一 定 で あ っ た(図
7)。 ま た・ 蛍 光 試 薬 溶 液 添 加 後 は、 蛍 光 強 度 は 増 加 し な ㍉、こ と か ら・ 標 識 溶 液
の 添 加 に よ り、 酵 素 は 失 活 し、 加 水 分・解 反 応 は 停 止 す る こ と が 示 唆 さ れ た。 図8
に リ パ ー ゼ に よ る グ リセ リ ドの 加 水 分 解 活 性 測 定 の フ ロ ー チ ャ ー トを 示 す。 こ の
蛍 光 標 識 活 性 測 定 法 に お い て は、 標 識 溶 液 中 の 水 分 含 量 やpHに よ り、 蛍 光 強 度
が 影 響 を 受 け る こ と が わ か っ て い る。 従 っ て、 蛍 光 標 識 を 行 な う 前 に、 溶 液 組 成
、やpHを 一 定 に す る 必 要 が あ る。 この 点 を 考 慮 す れ ば、 本 法 は、 従 来 の リ パ ー ゼ
活 性 測 定 法 と比 較 す る と、 操 作 が 簡 易 で、 検 出 感 度 が1000倍 以 上 も高 い 活 性
測 定 方 法 と し て 有 効 で あ る。 こ の た め、 少 量 の 酵 素 で そ の 性 質 や 反 応 特 性 を 調 べ
る こ と が 可 能 に な っ た。 ま た、 蛍 光 法 は、 共 雑 物 に よ る 妨 害 を 受 け 難 く、 酵 素 の
精 製 の 操 作 へ の 応 用 も可 能 に な る と考 え られ る。
.節m寧 、 結 合 し た 界 面 活 セ1三剤 の 醇 索 に 対 す る効 果
「緒 言 」 以前 に、Rhizopusdelemarのリパ ー ゼ の一 部 分 が リン脂 質 と結 合 す る
こ とに よ り、 そ の基 質 特 異 性 に も変化 を生 じる こ とが示 され た。 これ は、 酵 素 分
子 の 修 飾 に よ り、 そ の活 性 に も影 響 を与 え る実 例 で あ り、 酵 素 を 人 為 的 に修 飾 し
て、 応 用 面 で 期 待 され る安 定 性 や 基質 特 異 性 を人 為 的 に付 与 で き る可能 性 を示 し
て い る。 ま た、 修 飾 され た酵 素 の特性 を、 未 修 飾 の もの と比 較 す る こ とは、 酵 素
の分 子 レベ ル で の構 造 と機 能 に関 連 した情 報 を得 る こ とが で きる。 これ らの 目 的
の た め に、 界 面活 性 剤 を 用 い て調 製 され た 有機 溶 媒 可 溶化 酵 素 の特 性 およ び基 質
特 異性 を 未 修 飾酵 素 のそ れ と比 較 し、 酵 素 周 囲 の 界面 活 性剤 の酵 素 活 性 に対 す る
影響 を 調 べ た。 第1節 で は、 有 機 溶媒 可 溶 化 酵素 の熱 安 定 性 につ い て、 第2節 で
は、 溶 媒 可 溶 化 酵素 と未 修 飾酵 素 の基 質 特 異 性 や 阻 害物 な ど影響 の比 較 につ い て、
第3節 で は、 界 面活 性 剤 の疎 水 性 の強 さ の反 応 特 性 に対 す る効 果 に っ いて、 そ れ
ぞれ 検 討 した。
「第1節 」 溶 媒 可 溶 化 リパ ー「ゼ と 未 修 飾 リ パ ー ゼ の加 水 分 解 活 性 の 温 度 に 対 す
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る効 果 を 検 討 した。 加 水 分 解 反 応 は20%の 緩 衝 液 を 含 むTHF溶 液 で 行 い、 基
質 と し て、.脂肪 酸 エ ス テ ル の 一 種 で あ る オ レ イ ン酸4一 メ チ ル ウ ン ベ リフ ェ ロ ン
(4MUO)(図9A)と ト リ グ リセ リ ド(図9B)を 用 い た。 そ の 結 果、 両 リ
パ ー ゼ と も に37℃ で 加 水 分 解 活 性 が 最 大 で あ った。 こ の 傾 向 は、2種 の 基 質 に
つ い て 同 じ で あ っ た。 し か し、 温 度 変 化 に よ る リパ ー ゼ の 加 水 分 解 活 性 へ の 効 果
は 溶 媒;lj溶化 酵 素 の ノ∫が 多 少 受 け 難 く、 特 に、 儀 温 で の 活{lli砥一1ぐは 小 さ か っ た0
次 に、 未 修 飾 リバ ー ゼ と 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 熱 安 定 性 に っ い て 検 討 した。 未 修
飾 リ パ ー ゼ は、 緩 衝 液 に、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ はTHFに 溶 解 し て 封 絨 し、50
℃(図10A)、 お よ び70℃(図10B)で 一 定 時 間 保 温 し、4MUOを 基 質
と し た 反 応 系 で 活 性 を 測 定 し た。 未 修 飾 リパ ー ゼ は50℃ のTHF中 で は 失 活 し
て しま う が、50℃ に お い て、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ のTHF中 で の 活 性 は、 緩 衝
液 中 の 未 修 飾 リパ ー ゼ と同 等 の 安 定 性 が 認 め ら れ た。70℃ に お い て は、 両 リ パ
ー ゼ と も に 急 速 に不 活 化 して い く の が 認 め られ た。 しか し な が ら、 溶 媒 可 溶 化 リ
パ ー ゼ の 活 性 低 下 は、 未 修 飾 リパ ー ゼ に 比 較 す る と緩 や か で、 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー
ゼ は 熱 に よ る変 性 を 受 け に く い こ と が 示 唆 され た。
「第2節 」2種 の リパ ー ゼ の 基 質 特 異 性 を 比 較 す るた め に、 基 質 の 脂 肪 酸 側 鎖
の 炭 素 数 の 加 水 分 解 活 性 に対 す る 効 果 を 調 べ た。 炭 素 数 が12個 か ら18個 ま で
の 飽 和 脂 肪 酸 側 鎖 を も っ 各 種 ト リ グ リセ リ ドを 基 質 と した と き の 未 修 飾 リ パ ー ゼ
と 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 加 水 分 解 活 性 を20%緩 衝 液 を 含 むTHF溶 液 中 で 比 較
し た(図11)。 こ れ ま で に、 乳 化 剤 を 用 い た 反 応 系 で ト リ グ リ セ リ ドを 加 水 分
解 す る と、 リパ ー ゼBは 炭 素 数 の よ り少 な い 脂 肪 酸 側 鎖 の ト リグ リ セ リ ドを よ り
速 く加 水 分 解 す る こ と が 報 告 さ れ て い る が、 本 反 応 系 に お い て も、 同 様 の 傾 向 が
確 認 さ れ た。 し か し、 溶 媒 可 溶 化1リパ ー ゼ の 側 鎖 の 長 い 脂 肪 酸 を も つ ト リ グ リセ
リ ドに 対 す る 活 性 の 低 下 は、 未 修 飾 リパ ー ゼ に 比 較 して 小 さ か っ た。 こ の 差 異 は、
酵 素 の 周 囲 を 取 り囲 ん だ 界 面 活 性 剤 の 加 水 分 解 活 性 に対 す る 効 果 と 推 定 さ れ る。
次 に、Ca2+と リパ ー ゼ の 作 用 機 構 を 解 明 す る た め に、Ca2+の 各 濃 度 に お け る
未 修 飾 リパ ー ゼ と溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 加 水 分 解 速 度 を 調 べ た(図12)。 反 応
溶 液 中 のCa2+の 濃 度 が0.2mMま で の 低 濃 度 の範 囲 で は 未 修 飾 リ パ ー ゼ は 活
性 を 促 進 さ れ た が、0.4mMよ り も 高 濃 度 のCa2+存 在 下 に お い て は逆 に 活 性
は 阻 害 され.た。 一 方、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 活 性 は、Ca2+の 濃 度 の 増 加 に 従 っ
て 阻 害 され た。 これ は、 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ で は、 界 面 活 性 剤 が 酵 素 分 子 に 結 合
して い る た め に、Ca2+に よ る 活 性 促 進 作 用 を 受 け られ な か っ た こ と を示 唆 し て
い る。 以 上 の 結 果 は、 酵 素 の 周 囲 を 取 り 囲 ん だ 界 面 活 性 剤 が、 酵 素 の 反 応 特 性 に
影 響 を 与 え て い る こ と を 示 唆 して い る。
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「第3節 」 リパ ー ゼ を溶 媒 可 溶 化 す る際 に 使 用 す る 界 面 活 性 剤 の 疎 水 性 部 分 は
高 級 ア ル コ ー ル の ア ル キ ル 鎖 で 構 成 さ れ て い る。 こ の ア ル キ ル 鎖 長 の 異 な る5種
の 界 面 活 性 剤 を 合 成 し、 個 々 の 界 面 活 性 剤 で 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ を 調 製 して、 加
水 分 解 活 性 に 対 す る 界 面 活 性 剤 の 効 果 を 調 べ た。 ア ル キ ル 鎖 が8個 か ら16個 の
炭 素 数 か ら成 る 合 成 界 面 活 性 剤 を 用 い て 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ を 調 製 した と こ ろ、
溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ の 収 率、 お よ び タ ン パ ク 質 含 量 に つ い て は大 き な 差 異 は 認 め
ら れ な か っ た(表2)。 これ ら5種 の 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の ト リグ リ セ リ ドに 対
す る 相 対 加 水 分 解 速 度 を 図13に 示 す。 ト リパ ル ミ チ ン や ト リ カ プ リ リ ンの 加 水
分 解 活 性 速 度 は、 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ の 界 面 活 性 剤 の側 鎖 の 長 さ に 依 存 す る こ と
が わ か っ た。 炭 素 数 が16個 の 側 鎖 を を も っ 界 面 活 性 剤 で 構 成 さ れ た 溶 媒 可 溶 化
リ パ ー ゼ は、 両 基 質 の 加 水 分 解 速 度 が 最 も速 か っ た。 次 に、 基 賀 と して4一 メ チ
ル ウ ン ベ エ リ フ ェ ロ ン の エ ス テ ル 誘 導 体 の 加 水 分 解 を 行 な っ た。 図14に 示 す よ
う に、4一 メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル オ レ イ トと4一 メ チ ル ウ ン ベ リフ ェ リル パ ル
ミ テ イ トを 基 質 と した 場 合 に は、 側 鎖 の よ り長 い 界 面 活 性 剤 で 構 成 さ れ た 溶 媒 可
溶 化 リパ ー ゼ の 加 水 分 解 活 性 が よ り速 か っ た。 一 方、4一 メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ
ル ポ ス フ ェ イ トを加 水 分 解 し た 場 合 に は、 逆 に、 側 鎖 の よ り短 い 界 面 活 性 剤 で 構
成 さ れ た 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 加 水 分 解 速 度 が よ り速 か っ た。 こ れ らの 結 果 は、
界 面 活 性 剤 の 疎 水 性 が 溶 媒 可 溶 化 酵 素 の 反 応 性 に 影 響 を 与 え て い る こ と を 示 唆 し
て い る。
第IV章 有 機 溶 媒 可溶 化 リパ ー ゼ の反 応 特性
「緒 言 」 リ パ ー ゼ を 有 機 溶 媒 可 溶 化 し、 均 一 系 に お い て 基 質 と の 直 接 的 な 相 互
作 用 を 調 べ る こ とが 可 能 に な っ た。 こ れ ま で、層 酵 素 と基 質 を 同 時 に 可 溶 化 し た 状
態 で の リパ ー ゼ の 酵 素 化 学 的 研 究 は報 告 さ れ て い な い。 本 章 に お い て は、 リパ ー
ゼ の 反 応 特 性 か ら活 性 部 位 の 構 造 的 特 徴 を 推 定 す る た め に、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ
に よ り種 々 の グ リセ リ ドを 加 水 分 解 し、 緩 衝 液 を 含 ん だTHF中 に お け る 千 ネ テ
イ ク な 解 析 を 行 な っ た。 第1節 で は、 ア シ ル 化 の 位 置 の 異 な る グ リセ リ ドの 加 水
分 解 速 度 の 比 較、 第2節 で は、 グ リセ リ ドの 脂 肪 酸 側 鎖 の 構 造 と 加 水 分 解 活 性 速
度 に 対 す る 影 響 に っ い て、 そ れ ぞ れ 反 応 速 度 論 的 な 解 析 を した。
「第1節 」 こ れ ま で に 乳 化 剤 を 含 む 反 応 系 に お い て、 本 研 究 で 使 川 した リパ ー
ゼBは2位 が ア シ ル 化 さ れ た グ リ セ リ ドは 加 水 分 解 せ ず、95%以 上 の 確 率 で グ
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リセ リ ドの1位 エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 す る こ と が 知 られ て い る。20%の 緩 衝
液 を 含 むTHF中 に お い て も、2一 モ ノ パ ル ミ チ ン は未 修 飾 リパ ー ゼ や 溶 媒 可 溶
化 リパ ー ゼ で は 加 水 分 解 され な か った。 しか し な が ら、1、2一 ジ パ ル ミチ ンの
両 酵 素 に よ る 加 水 分 解 活 性 速 度 は、1一 モ ノ パ ル ミチ ン の そ れ よ り速 く、1、3
一 ジ パ ル ミチ ン よ り も遅 か っ た(図15)。 こ れ らの 基 質 濃 度 を 変 化 させ て、 溶
媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 最 大 反 応 速 度(V髄 覧)と ミカ エ リ ス 定 数(K勧)を 求 め た
(表3)。20%の 緩 衝 液 を 含 むTHFの 均 一 系 に お い て、4種 の グ リセ リ ドの
V髄.は ほ ぼ 等 し く覧 ミカ エ リ ス 定 数 が 異 な る結 果 が 得 ら れ た。 こ の こ と は、 グ
リ セ リ ドの ア シ ル 化 の 位 置 に 依 存 して、 リパ ー ゼ と の親 和 性 が 変 化 す る こ と を 示`
唆 し て い る。
「第2節 」 こ れ ま で に グ リセ リ ドの 脂 肪 酸 側 鎖 の 長 さ が リバ ー ゼ の 加 水 分 解 速
度 に 効 果 を 与 え て い る こ と が 示 さ れ た が、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ に つ い て キ ネ テ イ
ク な 解 析 を 行 な っ た。 脂 肪 酸 側 鎖 の 炭 素 数 が12個 か ら18個 の グ リ セ リ ドに 対
す るV恥 冨とK顕 を表3に 示 す。 グ リセ リ ドの 脂 肪 酸 側 鎖 長 が 長 くな る とK堕 の 値
が 大 き くな る こ とが 示 さ れ た。 し か し、 こ の と き のK画 値 の 変 化 は、 グ リ セ リ ド
の ア シ ル 化 の 位 置 の 差 異 に 依 存 したKm値 の 変 化 に 比 較 す る と小 さか っ た(表3)。
ま た、 グ リセ リ ドの 脂 肪 酸 側 鎖 の 立 体 構 造 が、 基 質 と酵 素 の 相 互 作 用 に 与 え て い
1
る 効 果 を 調 べ る た め に、 脂 肪 酸 側 鎖 に2重 結 合 を 有 す る グ リセ リ ドの 加 水 分 解 を
行 な っ た。 基 質 と して、1一 モ ノ ス テ ア リ ン、1「 モ ノ オ レ イ ン、1一 モ ノ リ ノ
レ イ ン を 用 い た 場 合 は、 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ に よ るVmaxとKmに 大 き な 差 異
は 認 め られ な か った(表3)。 さ らに、 ト リス テ ア リ ン、 ト リオ レ イ ン、 ト リ リ
ノ レ イ ン を 基 質 と し た 場 合 に も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た。 こ れ らの 結 果 か ら、 溶 媒
可 溶 化 リパ ー ゼ の加 水 分 解 反 応 に は、 主 と し.て、 グ リセ リ ドの グ リ セ ロー ル 部 分
の 構 造 が 関 与 し て い る こ と が 推 定 1され た。 ま た、 グ リセ リ ドの 脂 肪 酸 側 鎖 の 立 体
構 造1ま不 飽 和 結 合 の 存 在 で 大 き く異 な る が、 不 飽 和 結 合 の 数 は、 酵 素 と基 質 の 相
互 作 用 に 影 響 を 与 え な い こ と か ら、 リパ ー ゼ の 触 媒 部 位 の 近 傍 に は、 か な り大 き
な 「疎 水 性 の ポ ケ ッ ト」 が あ る と推 定 さ れ た。
第V章 有 機 溶 媒可 溶 化 法 を 応 用 した タ ンパ ク質 の新 規 な精 製 法
「緒 言 」 タ ン パ ク 質 の 精 製 は、 生 物 学 的 研 究 に お い て は重 要 な 過 程 で あ る。 最
近、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て、 タ ンパ ク 質 を 精 製 す る新 し い 方 法 も 報 告
さ れ て い る。 合 成 界 面 活 性 剤 を 用 い て、 常 法 に 従 い リパ ー ゼ を 有 機 溶 媒 に 司 溶 化
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した が、 本 章 に お い て は,こ の 溶 媒 可 溶 化 手 法 を タ ンパ ク 質 の 精 製 法 と し て 普 遍
化 す る こ と に つ い て 検 討 し た。 第1節 で は、 界 面 活 性 剤 と タ ン パ ク 質 の 複 合 体 を
調 製 す る 方 法 に っ い て、 第2節 で は、 こ の 複 合 体 を 破 壊 し て タ ン パ ク 質 を 抽 出 す
る手 法 に っ い て、 そ れ ぞ れ 検 討 し た。
「第1節 」 タ ンパ ク 質 精 製 の モ デ ル 系 と して、6種 の タ ン パ ク 質 か ら成 る 混 合
体 を 使 用 し た。 合 成 界 面 活 性 剤 と して ジ ドデ シ ル グ ル コ シ ル グ ル タ メ イ トを タ ン
パ ク 質 の5倍 量 使 用 し た。 タ ンパ ク 質 精 製 法 の フ ロ ー チ ャ ー トを 図16に 示 す。
タ ン パ ク質 と 界 面 活 性 剤 の 複 合 体 を 調 製 す る と き の 水 とTHFの 比 率 を 変 え た と
こ ろ、 タ ンパ ク 質 に よ っ て 複 合 体 を 構 成 す る効 率 が 異 な る こ と が 認 め られ た(図
17)。 タ ン パ ク質 と 界 面 活 性 剤 の 比 率 を 変 化 さ せ る と、.全 タ ン パ ク質 の 収 量 は
影 響 を 受 け た が、 精 製 パ タ ー ン に 変 化 の な い こ と が わ か っ た。
「第2節 」 界 面 活 性 剤 と タ ン パ ク 質 の 複 合 体 か ら効 率 よ く タ ン パ ク 質 を 抽 出 す
る 方 法 に っ い て 検 討 した。 複 合 体 を溶 解 す る溶 媒 に っ い て 検 討 し た と ころ、 い ず
れ の 溶 媒 も ト リエ テ ル ア ミン を 添 加 し、 ア ル カ リ性 に す る こ と が 必 要 で あ っ た。
図18に 、 溶 媒 中 の ト リ エ チ ル ア ミン 濃 度 を 変 化 さ せ た と き の 全 タ ン パ ク 質 の 抽
出 効 率 を 示 す。 ま た、1%濃 度 の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 ん だ 各 種 溶 媒 で タ ン パ ク
質 の 抽 出 を 行 な った と ろ、 ジ ク ロ ロ メ タ ン が 最 も 効 率 よ く抽 出 さ れ る こ と が 認 め
られ た(表4)。 し か し な が ら、 トリ エ チ ル ア ミ ン濃 度 や 溶 媒 の 種 類 を 変 え て も、
タ ン パ ク質 の 抽 出 パ タ ー ン に は 大 き な 差 異 は 認 め られ な か っ た。6種 の タ ン パ ク
質 の う ち、 最 も効 率 よ く抽 出 さ れ た 分 子 量14KDaの ア ル ブ ミン の 抽 出 効 率 は
60%で あ っ た。 タ ンパ ク質 表 面 の特 性 に 依 存 し て、 界 面 活 性 剤 と の 複 合 体 を 構
成 す る 効 率 の 差 を 利 用 した 新 規 な、 タ ン パ ク質 の 精 製 法 が 確 立 さ れ た。
総 括
合 成 界 面 活 性 剤 を 用 い て、 高 収 率 で 有 機 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ を 調 製 す る 手 法 が
確 立 し、 リ パ ー ゼ の 反 応 特 性 が 明 らか に な り、 有 機 溶 媒 可 溶 化 法 に よ る酵 素 や タ
ン パ ク 質 の 有 機 溶 媒 中 で の 精 製 が 可 能 に な った。
1)こ れ ま で、 界 面 活 性 剤 に よ る リパ ー ゼ の 有 機 溶 媒 可 溶 化 に は、 収 率 が 悪 く、
比 活 性 の 高 い リパ ー ゼ の み の 使 用 に 限 ら れ て い た。 しか し、 複 合 体 を 調 製 す る 際
にTHFを 添 加 す る こ と に よ り、 活 性 を 維 持 し た ま ま、 高 収 率 で 溶 媒 可 溶 化 リパ
ー ゼ を 調 製 す る こ と が で き た。 得 られ た 複 合 体 は、GPC法 に よ り精 製 さ れ、 酵
一81一
素、1分 子 当 り約150個 の 界 面 活 性 剤 の 結 合 す る こ とが わ か っ た。 こ の 複 合 体 の
分 子 量 が 約13万 で あ っ た。G・PC法 を 応 用 に よ り、 複 合 体 の ま ま で タ.ンパ ク 質
の 精 製 す る こ と が で き た。
2)簡 易 で 高 感 度 な 溶 媒 可 溶 化 リパ ー ゼ の 加 水 分 解 活 性 測 定 を9一 プ ロ モ ア ク リ
ジ ン を 用 い た 蛍 光 標 識 法 に よ り確 立 し た。
3)未 修 飾 の リパ ー ゼ と 有 機 溶 媒 司 溶 化 リパ ー ゼ の 反 応 特 性 を 比 較 す る こ と に よ
り、 酵 素 周 囲 の 界 面 活 性 剤 が 反 応 特 性 に も効 果 を 与 え て い る こ と が 明 ら か に な っ ・
た。 特 に、 界 面 活 性 剤 が 作 り出 す 酵 素 周 辺 の 疎 水 的 な環 境 は、 疎 水 性 の 強 い 基 質
の 親 和 性 を 高 め る こ と を 実 験 的 に 確 認 した。
4)均 一 な水 を 含 ん だTHF溶 液 中 で、 有 機 溶 媒 可 溶 化 リ パ ー ゼ の グ リセ リ ドに
対 す る酵 素 化 学 的 な 解 析 を 行 い、 リパ ー ゼ の加 水 分 解 活 性 に は、 グ リ セ ロ ー ル 部
分 の 立 体 構 造 の 関 与 の あ る こ と が 示 唆 さ れ た。
5)リ パ ー ゼ の 有 機 溶 媒 可 溶 化 手 法 を 応 用 して、 種 々 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 界 面
活 性 剤 と の 複 合 体 の 調 製 を 行 な っ た と こ ろ、 タ ンパ ク質 の 種 類 に よ っ て、THF
濃 度 に 依 存 して 複 合 体 が 形 成 さ れ る効 率 が 異 な って い た。 こ の 手 法 は、 タ ン パ ク
質 の 新 規 な 精 製 法 へ の 応 用 に 期 待 され る。
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図2、 有機溶媒可溶化幣素の調製法
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知4、請製 された溶媒可溶化 リバーゼの分子蹴の推定
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図5、 蛍 光 法 に よ る リパ ー ゼ 活 性測 定 法
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図9、 反応温度の加水分解活粧に対す る効II㍉未修締 リ
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図.塞2、加水分解活性に対するCa計 の効果。 トリパ ルミデ
ンが各.C自計濃魔において、未修飾 リパーゼ(○)
および階媒可溶化 リパーゼ(△)に よって加水分解
.された
。桐対活性は、Ca2+が 存在 しない ときの .
それをLOOと したものである。
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図15、 各種グリセ リドの溶媒司溝化 リパーゼにょる加水分解
蜘 虻。o、lmMの 細 側 嵐20「%の 緩種徹 を禽む
THF溶 液中で加水分解 された。
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図19、 トリグリセリド甲)加水分解活性。 トリカブ リリ.ン
(O).お.よび.トリパルミチン.(△)が側鎖の長さ
の異なる界而活1生剤で調襲された熔媒可熔化 リパ
ーゼで加水分解された5
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図i4、 アシル4メ チルウンペリフェロンの加水分解活幡0
4一 メチルウンペ リフ呂リルオ.レイ ト(O)、4一
メチル ゥンペ リフニリルバル ミテイ ト(△)お よび
4一 メチルウンペリフ昌リルバル ミテイ ト(●)が
鮒鎖の長 さの暴なる界而渚性剤で調製された溶媒司
飴化 リパーゼで加水分解された。
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図16、 界面活性剤 に よるタンパク質の柚製法
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審 査 結 果 の 要 旨
リパーゼはエステラーゼの1つ であ り,ト リグリセ リドを脂肪酸とグリセ リンに加水分解する。
しか し,リパーゼ及びその基質である脂肪 トリグリセ リド嫁水に不溶であり,反応系の不均一 さ
からその解析は複雑であり,また,工 業的に触媒 として用いる場合必ずしも容易ではなかった。
本論文は リパーゼを界面活性財を用いて有機溶媒可溶化酵素に変え,酵素反応を有機溶媒中で行
うことに成功 した。さらに,酵 素と界面活性剤とが結合 した複合体をそのままの形でクロマ トグ
ラフィーを用いて精製し,酵素1分 子あた り150ケの界面活性剤 と結合 した分子量約13万の複合
体であることを明らかに した。複合体は安定 した酵素活性を持ち,未修飾 リパーゼに比べて熱に
よる変性 も受けにくい。この複合体を用い,有機溶媒中での反応の解析が初めて可能 となった。
また,グ リセリドの加水分解活性測定法を検討 し,生成 したカルボン酸を9一 プロモメチルアク
リジンを用いて蛍光ラベル化して微量化する方法を開発 した。基質として用いる トリグリセリド
の脂肪酸の鎖長,二 重結合の位置等に よる反応への影響を明らかに した。 リパーゼとしては
Pseudomonasfragi22,39由来のリパーゼ βを使用 し,溶媒可溶化のための界面活性剤はラウリ
ルアル コール,δ グルコノラク トン,お よびグルタミン酸から合成 したジ ドデシルグルタメイ ト
を用い,50%以上の高収率で溶媒可溶化 リパーゼが得られた。本法はリパーゼβ以外に リパーゼ
P,リパーゼPN,および膵臓 リパーゼなどにも応用が可能であった。
これらの研究内容はきわめて独創性にとみ,リ パーゼ反応特性の解析,実 用的な応用にも役立
つもので博士(農 学)の学位にふさわ しいものと考えられる。
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